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[摘要 ] 重组 和 蛋白/ 多肽 类 药物 在 人 体 血 清 内 半衰期 较 短 ,很 大 程度 上 限制 了 其 临床 应 


蛋白 (HSA) 具有 半衰期 长 、 生 物 相 容 性 好 、 低 免疫 原 性 等 优点 ， 是 理想 的 药 
物 载 体 。 各 种 基于 HSA 的 蛋白 药物 长 效 化 技术 得 到 了 广泛 的 应 用 和 发 展 ， 目 前 主要 包括 构 
££ HSA 融合 蛋白 ， 通 过 共 价 化 学 键 与 HSA 偶 联 ， 通 过 非 共 价 键 与 HSA 可 逆 性 结合 。 本 文 
总 结 了 近年 来 基于 白 蛋 白药 物 长 效 化 技术 的 发 展 ， 各 项 技术 的 优 缺 点 及 药物 开发 现状 。 
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[Abstract] Recombinant protein and peptide drugs have a short half-life in human serum, 
which largely limits their clinical application. Human serum albumin (HSA) has the advantages of 
long half-life, good biocompatibility and low immunogenicity, which is an ideal drug carrier. 
Various albumin-based strategies have been widely used and developed to create long-lasting 
protein therapeutics. At present, it mainly includes the construction of HSA fusion proteins, 
coupling with HSA through covalent chemical bonds, and reversible binding to HSA through 
non-covalent bonds. This review summarizes the development of albumin-based technologies to 
create long-lasting protein therapeutics in recent years, the advantages and disadvantages of 


various technologies and the status of their applications in drug development. 
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重组 蛋白 /多 肽 类 药物 相 比 于 传统 的 小 分 子 具 有 活性 高 、 免 疫 原 性 低 、 毒 副 作 


j 低 等 优点 


» 


在 临床 疾病 治疗 中 发 挥 着 越 来 越 重要 的 作用 。 传 统 的 重组 蛋白 和 多 肽 类 药物 在 人 体 血 清 内 半 


衰 期 较 短 ， 临 床 使 用 时 


的 发 展 趋 势 外 。 这 类 药物 长 效 化 的 实 


蛋白 融合 局 、 转 铁 和 蛋白 融合 加、 抗体 Fe 片段 融合 中 等 等 。 


需要 频繁 给 药 ， 这 无 疑 增 加 了 患者 的 经 济 负担 和 不 便 性 目 。 对 这 类 药 


物 长 效 化 可 以 提高 患者 的 顺应 性 , 改善 患者 自我 疾病 管理 , 是 当前 蛋白 和 多 肽 类 药 升 级 换代 


X 


SER FFE OE), R ALA, 


人 血清 日 


人 血清 白 蛋 白 ASA) 是 人 体 血 浆 中 含量 最 丰富 的 可 溶性 蛋白 ， 该 重 白 由 585 个 氨基 酸 


ui 


构成 ， 分 子 量 约 为 66.5kDa。HSA 在 人 体内 的 
性 好 、 低 免疫 原 性 等 优点 ， 是 到 


广泛 的 应 用 和 发 展 中 ， 


EF 衰 期 约 为 19 天 ， 有 具有 安全 无 毒 、 生 物 相 容 
想 的 药物 载体 加 。 各 种 基于 HSA 的 药物 长 效 化 技术 得 到 了 


目前 主要 包括 构建 HSA 融合 蛋白 ， 通 过 共 价 化 学 键 与 HSA 偶 联 ， 通 


过 非 共 价 键 与 HSA 可 逆 性 结合 ， 有 具体 如 下 所 述 。 
1 HSA 与 蛋白 质 /多 肽 药物 的 融合 
HSA 融 合 技术 将 HSA 与 目标 蛋白 质 / 多 肽 药物 融合 后 进行 重组 表达 。 目 前 ， 白 和 蛋白 融合 


技术 领先 的 公司 主要 是 GSK、Teva、Cogenesis 和 CSL Behring 这 四 家 药 企 。 目 前 ， 已 经 获 批 


上 市 的 白 蛋白 融合 药物 有 两 个 : GSK 开发 的 GLP-1-HSA 产 品 Tanzeum ( 阿 必 鲁 肽 ) 以 及 CSL 


Behring 开 发 的 Factor IX-HSA 产 品 Idelvion( 如 表 1 所 示 )。 人 源 (内 源 性 ) 的 GLP-1 多 肽 在 人 


体 的 半衰期 极为 短暂 (1.5 ~2.1 min) ll0， 只 有 延长 其 


GLP-1 的 第 8 位 氨基 酸 突变 8Gly〉 后 串联 ， 直 接 融 合 在 人 血清 白 蛋 白 成 熟 肽 的 N- 端 ， 其 


衰 期 才 具 有 成 药性 。 阿 必 鲁 肽 是 将 


半衰期 可 延长 至 5 天 ， 每 周 给 药 一 次 即 可 [00。Idelvion 是 一 款 白 蛋白 融合 型 凝血 因子 KXX， 将 重 
组 FIX 的 半衰期 (17.2 hb) 延长 5 倍 至 92h， 给 药 频率 可 达到 一 周一 次 ， 可 控 后 可 达到 每 两 周 给 
药 一 次 呈 。 此 外 ， 亦 有 多 个 白 和 蛋白 融合 药物 进入 临床 研究 阶段 〈 如 表 2 所 示 )。 
表 1 已 上 市 的 白 蛋 白 融 合 药物 
Table 1 marketed albumin fusion proteins 
商品 名 Away 半衰期 的 延长 ( 融 ”生物 活性 变化 ”适应 症 企业 FDA 批 
合 后 /融合 前 ) (EC50 比值 ) 准 日 期 
Idelvion — rIX-FP 5.35 1/2 B 型 血 友 病  CSLBehring 2016 年 
Tanzeum GLP-1/HSA 2240 1/100 TE GSK 2014 年 


X2 在 临床 阶段 的 白 蛋 白 融 合 药物 


Table 2 albumin fusion proteins in clinical development 


代号 药物 分 子 半衰期 的 延长 ( 融 ”企业 适应 症 阶段 参考 
合 后 /融合 前 ) 文献 
Albuferon IFN-a2b/HSA 18 Human Genome 两 型 肝炎 II 期 完成 pu 
Sciences/Novartis 后 ， 放 弃 上 市 
N/A IFN-a2b/HSA : 中 美 福 源 生物 技术 ”慢性 乙 型 肝炎 OT [15] 
N/A IFN-a2a/HSA 16 中 美 福 源 生物 技术 ”慢性 乙 型 肝炎 ”工期 (16) 
N/A IFN-a2a/HSA = 齐鲁 制药 慢性 乙 型 肝炎 IW - 
N/A FVIIa/HSA 3-4 CSL Behring ik I 期 mm 
Balugrastim G-CSF/HSA 2 Teva 中 性 粒 细胞 减 II 期 完成 [18,19] 
少 症 ja, BOR EW 
N/A G-CSF/HSA 6 中 美 福 源 生物 技术 ”中 性 粒 细胞 减 TH En] 
少 症 
GW003 G-CSF/HSA - 江苏 泰康 生物 化 疗 后 粒 细胞 。 IA pi 
减少 症 
HSA 融 合 的 优点 是 从 基因 水 平 将 白 蛋白 与 目标 蛋白 /多 肽 连接 在 一 起 ， 不 需要 额外 的 化 


Pei, AG. Hi 


AAV IE Tae], HSA BU Te 


啊 目 的 蛋 


要 设计 优化 HSA 与 效应 分 子 的 连接 形式 .HSA 融 合 蛋 
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RFEA, ME 
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也 相对 容易 。 但 是 HSA 融 合 的 瓶颈 问题 是 可 能 会 影 


3]， 因 此 需 


白 的 优化 设计 主要 包括 效 


的 融合 方向 和 连接 肽 的 选择 。 
11 和 蛋白质 /多 肽 与 HSA 直 接 融合 


HWS E 


白 的 设计 # 


应 分 子 与 HSA 


没有 引入 连接 肽 概念 ， 而 是 直接 将 两 种 蛋白 进行 融合 。 例 如 已 经 


上 市 的 阿 必 鲁 肽 ， 其 药物 分 子 结构 是 将 两 个 第 8 位 丙 氨 酸 突变 为 甘氨酸 的 GLP-1 串 联 ， 直 接 


融合 在 人 


[SE 


会 影响 其 正确 


白 成 熟 及 的 N- 端 
性 反应 。 但 直接 融合 表达 时 ， 一 方面 ， 
EMAAR, BOONES, AT 


子 与 受 体 的 结合 可 能 在 


o/HSA RME E A-Albuferon HAIG E (EC50 比 值 ) 仅 为 融合 前 的 /8， 粒 旨 


er 


—L 


24], ANE AERA, iE SAS EAR RI SETTE HD] 55 JE 
HSA 和 效应 分 子 结构 域 的 N 端 或 C 端 首尾 相连 ， 


， 直 接 融 合 的 时 候 ， 效 应 分 


可 能 


间 上 受到 HSA 的 屏蔽 和 阻碍 ， 导 致 药物 活性 的 降低 。 例 如, 干扰 素 


胞 刺激 因子 / HSA 


融合 蛋白 -Albugranin 的 生活 活性 约 为 融合 前 的 10。 因 此 ， 一 些 研究 者 们 试图 在 HSA 和 效应 
分 子 之 间 引 入 连接 肽 来 缓解 蛋白 质 的 结构 对 彼此 功能 造成 的 影响 。 


12 和 蛋白质/ 多 肽 与 HSA 通 过 连接 肽 融合 


连接 肽 是 指 两 个 被 融合 的 蛋白 质 或 者 结构 域 之 间 存 在 的 一 段 多 肽 ， 其 长 度 从 几 个 到 上 百 
前 已 经 有 多 


个 氨基 酸 残 基 不 等 。 目 


多 肽 序列 被 月 


免 不 同 结构 域 在 折 登 过 程 


1 的 相互 干扰 。 


的 柔性 连接 肽 、 以 螺旋 形 


缺点 如 表 3 所 示 。 
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优点 
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连接 肽 , 并 且 在 实际 应 月 


中 能 够 成 功 避 


要 有 三 


表 3 各 种 连接 肽 的 优 缺 点 


Table 3 characteristics of fusion protein linkers 


1: 无 规 卷曲 形式 存在 
连接 肽 和 体内 可 断裂 的 连接 肽 61。 各 种 连接 肽 的 优 


避免 产 4 


zt 


刚性 


F 


可 断裂 


E、 水 溶性 好 ， 可 允许 蛋 


白 之 间 的 距离 可 


克服 了 空间 位 阻 问 题 ， 


E 额 外 的 免疫 原 性 


定 程 度 的 


扰 大 ， 影 响 活性 


可 能 降低 蛋 


刚性 ， 降 


低 
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生物 活性 
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12.1 ”柔性 连接 肽 


E, 更 有 效 分 离 两 个 


8f 


白 不 可 活动 


白 


表达 水 平 或 生物 


药物 释放 时 间 很 难 控制 ， 


影响 


Ka 


当 被 融合 的 两 个 结构 域 需要 一 定 程 度 的 
E 好 的 非 极 性 氨基 酸 (例如 甘氨酸 ) RER H 
过 程 中 所 需 的 柔和 
的 柔性 连接 肽 是 Huston 等 提出 的 “GS”* 连 接 肽 : (GGGGS)n ， 通 过 1 


DPE), RW 
ZH MET, TRAE Be HK BE UE 


最 为 第 月 


提供 目标 药物 作 月 


BEREK 


Jot 


EXE 
基 


ER 


E， 使 各 个 结构 


四 
Hj 


Bek. TRTEXEBUIK 


酸 (例如 丝氨酸 、 


改善 药 代 学 性 


` 


Jn 


由 
苏 氨 酸 ) 
域 不 相互 干扰 。 


整 n 的 个 数 ， 可 


以 优化 该 连接 肽 的 长 度 28。 多 种 蛋白 质 与 HSA 通 过 该 柔性 连接 肽 融合 表达 后 ， 得 到 具有 稳 


定 表 达 和 活性 的 融合 蛋白 


。 此 外 ， 其 它 的 柔 怕 


EGKSSGSGSESKST, 被 应 用 于 有 生物 活 怕 
1.2.2 ”刚性 连接 肽 

Hut 
功能 蛋白 的 功能 域 。 最 常用 的 一 种 刚 怕 


E 的 单 链 抗 体 scFv 的 构建 P91。 


FE 连接 肽 ， 包 括 KESGSVSSEQLAQFRSLD 和 


性 连接 肽 ， 是 一 类 成 稳定 二 级 结构 的 不 易 弯 折 的 连接 肽 ， 比 柔性 连接 肽 瑟 
E 连 接 肽 是 a 螺旋 连接 肽 (EAAAK)n， 其 中 的 Glu--Lys1 


能 有 效 分 隔 
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形成 的 盐 桥 使 这 种 螺旋 具有 稳定 的 二 级 结构 BI。 另 一 种 刚性 连接 肽 富 含 且 氨 酸 ,(XP)n， 其 
X 可 为 任意 氨基 酸 ENAR, HAR, RAR) MARAI T IERIE Eh 
A LII Ed 

1.04.3 “可 断裂 连接 肽 

无 论 是 使 用 刚性 或 柔性 连接 肽 ， 白 蛋白 和 效应 分 子 在 体内 都 是 不 可 断裂 的 。 虽然 能 够 延 
长 药物 的 半衰期 , 但 其 潜在 的 缺陷 包括 功能 域 之 间 的 空间 位 阻 ， 生 物 活性 降低 ， 生 物 分 布 改 
AE. 可 断裂 连接 肽 可 以 在 体内 将 功能 域 以 合适 的 速率 解 离 ， 从 而 恢复 治疗 分 子 的 活性 和 生物 
分 布 。 可 断裂 连接 肽 的 设计 结合 了 长 效 技术 和 控 释 技术 的 优点 , 尽量 在 药 代 动 力学 和 药 效 动 
力学 之 间 保持 平衡 ,非常 具有 挑战 性 。 可 断裂 连接 肽 利用 了 体内 独 有 的 代谢 过 程 ， 在 特定 环 
境 下 《例如 还 原 剂 或 蛋白 酶 的 存在 ) 会 被 剪 切 

一 种 方法 是 利用 在 体内 二 硫 键 的 还 原 过 程 。 将 二 硫 键 引入 连接 肽 , 其 在 体内 被 还 原 后 断 
裂 ， 从 而 释放 出 效应 分 子 B11。Zhao 等 人 在 干扰 素 -u2b 和 和 白 蛋 白 引 入 了 一 个 二 硫 环 肽 
(CRRRRRREAEAC)， 其 中 的 两 个 半 胱 氨 酸 能 形成 分 子 内 的 二 硫 键 ， 而 两 个 半 胱 氨 酸 之 间 的 
氨基 酸 序列 对 酵母 分 泌 途 径 中 分 泌 信 号 肽 加 工 蛋 白 酶 敏感 。 在 蛋白 表达 过 程 中 , 连接 肽 先后 
被 Kex2 以 及 Kexl/Ste13 剪 切 。 因 此 酵母 分 泌 表 达 后 ， 环 肽 上 两 个 半 胱 氮 酸 之 间 的 氨基 酸 全 部 
被 剪 切 ， 同 时 干扰 素 -u2b 和 白 蛋 白 通 过 二 硫 键 连接 为 ITN-SS-HSAB3。 和 IFN-HSA 相 
比 ，IFN-SS-HSA 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 下 面积 (AUC) 下 降 了 82%， 但 其 抗 病 毒 活性 提高 了 
47%， 说 明 可 断裂 连接 肽 可 以 消除 白 蛋 白 的 空间 位 阻 效应 ， 改 良 融 合 和 蛋白 的 生物 活性 。 

另 一 种 方法 是 引入 体内 蛋白 酶 《如 人 凝血 酶 TBN、 弗 林 和 蛋白 酶 、 凝 血 因 子 Xa) 识别 的 
序列 ， 在 和 蛋白酶 的 作用 下 ,天 然 的 治疗 蛋白 可 以 在 体内 被 缓慢 释放 出 来 。 例 如 ， 将 凝血 因子 
IX (FIX) 与 白 蛋白 通过 “GS ”和 柔性 连接 肽 融合 后 ， 其 活性 下 降 了 88%， 可 能 是 白 蛋 白 阻 碍 了 
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FIX 与 其 它 凝血 因子 相互 作用 。 已 经 上 市 的 Factor IX-HSA 7" mildelvion ( rIX-FP ) 就 利用 了 


一 个 体内 可 断裂 的 连接 肽 来 避免 白 蛋白 的 空间 位 置 效 应 。Schulte 等 人 在 FIX 和 和 白 蛋 白 之 间 引 
入 了 来 自 FIX N 端 激活 区 域 的 序列 CVSQTSKLT[RAETVFE PDV) 作为 连接 肽 〈 图 1 所 示 ) ， 
在 FIX 的 活化 过 程 中 ，FIX 的 激活 区 域 和 连接 肽 同时 被 FVIIa 或 FXIa 剪 切 ， 释 放出 FIXa 分 子 

。 与 非 可 裂解 的 连接 肽 表达 的 融合 蛋白 相 比 ， 其 凝血 活性 增加 了 10-30 倍 。 与 此 同时 ， 由 
于 连接 肽 仅 在 凝血 时 断裂 ， 白 蛋白 的 长 效 化 作用 得 以 保留 ，FIX 在 兔子 中 的 半衰期 延长 了 
2.8-3.9 倍 。 在 食 蟹 猴 和 B 型 血 友 病犬 的 实验 中 亦 观察 到 治疗 水 平 相似 的 的 半衰期 延长 6539。 
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rIX-FP: advanced concept 


S 4 Activation cleavages 


AP Linker 
QTSKLTRAETVFPDV 


图 1 利用 可 断裂 连接 肽 开发 重组 因子 IX- 白 蛋白 融合 蛋白 的 先进 理念 


Fig1. Advanced concept for developing a recombinant factor IX (FIX) albumin fusion 
protein with a cleavable linker (rIX-FP). 


2 HSA 与 蛋白 质 /多 肽 药物 共 价 偶 联 

除了 融合 表达 以 外 ， 白 蛋白 与 蛋白 质 /多 肽 分 子 也 可 通过 化 学 共 价 键 相 连 形成 偶 
联 物 ， 这 是 通过 在 和 蛋白/ 多肽 上 引入 能 与 白 蛋 白 反 应 的 化 学 连接 子 来 实现 的 。 相 比 于 
融合 表达 ， 化 学 偶 联 的 优点 是 治疗 分 子 与 白 和 蛋白 的 连接 位 点 不 再 局 限于 N 端 或 C 
端 ， 缺 点 是 修饰 位 点 不 专 一 、 工 艺 较 复 杂 。Conjuchem 公司 利用 化 学 偶 联 白 和 蛋白 的 
方法 开发 了 药物 长 效 化 平台 药物 亲和力 复合 物 (DAC™) 和 预 耦合 药物 亲和力 复合 
物 (PC-DAC™) B7,38]。DAC™ 是 一 种 体内 HSA 耦合 技术 ,通过 化 学 反应 使 蛋白 / 
多 肽 上 偶 联 上 连接 子 , 连接 子 的 另 一 端 含有 化 学 反应 基 团 (包括 N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺 
酯 、 异 握 酸 酯 和 马 来 酰 亚 胺 )， 能 够 与 血液 循环 中 HSA Cys-34 A HI DE A M AE R E R 
速 特异 性 的 反应 , 形成 治疗 分 子 白 蛋白 复合 物 。PC-DACIM 是 一 种 体外 HSA THA 
技术 ， 将 蛋白 /多 肽 连接 子 复 合 物 在 体外 与 HSA 蛋白 进行 偶 联 ， 直 接 形 成 治疗 分 子 


白 蛋 和 白 复 合 物 。ConjuChem 公司 利用 DAC™ 和 PC-DAC™ 技术 分 别 对 GLP-1 和 


exendin-4 进行 改造 。Exendin-4 是 GLP-1 类 似 物 ， 其 半衰期 很 短 (0.5-1h)。GLP-1 
的 DACIM 衍 生物 CJC-1131 进入 血液 与 内 源 性 白 蛋 白 偶 联 后 半衰期 显著 延长 , 在 大 
鼠 体 内 达 15-20h, 在 人 体内 达 9~15 天 。exendin-4 的 PC-DACT™ 衍 生物 CJC-1134-PC 
的 工期 临床 实验 结果 显示 ,其 半衰期 达 1 周 ,每 周一 次 给 药 即 可 有 效 控制 体内 葡萄 糖水 平 B9。 

白 蛋 白化 学 偶 联 的 问题 是 蛋白 质 很 难 实 现 定点 修饰 ， 生 成 非 匀 质 侦 联 物 带 来 质量 难以 控 
制 和 下 游 工 艺 复 杂 的 缺陷 。Lim 等 人 利用 基因 密码 子 拓展 技术 实现 了 尿酸 氧化 酶 Uox 的 定点 
白 蛋 白 侦 联 史 。 他 们 将 p- 舍 氮 基 -L- 茶 丙 氨 酸 插 入 Uox 的 两 个 预定 位 置 ， 将 HSA 的 C34 位 殖 基 


通过 硫 醇 - 马 来 酰 亚 胺 反应 与 DBCO-PEG4-MAL 连 接 , 得 到 HSA-PEG4-DBCO Uox h 4 E 
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HDD SES ULLA DESIT CSPAAC) Ett -ASERRSSEWHEHITIHSA-PEG4-DBCO 
反应 ， 从 而 得 到 了 均一 、 定 点 的 HSA-Uox 偶 联 物 〈 图 2 所 示 ) 。Uox 在 小 鼠 体内 的 半衰期 为 


1.3h, HSA-Uox 偶 联 物 半衰期 延长 至 8.8h。 


Urate Oxidase 
(Uox) 


um 
4 pa C Human Serum Albumin 
(HSA) 


DBCO-PEG,-MAL 


图 2 Uox-HSARA MN ARE 
Fig2. Schematic representation of Uox-HSA conjugate 

3 有 蛋白质/ 多肽 药物 与 HSA 非 共 价 结合 

将 多 肽 /蛋白 质 药物 以 非 共 价 连 接 形式 与 白 蛋 白 进行 结合 是 另 一 种 以 白 蛋 白 为 载体 的 有 
效 延 长 蛋白 质 药物 半衰期 的 手段 四， 这 种 方法 是 在 治疗 分 子 上 引入 一 段 可 结合 HSA 的 配 体 
(如 小 肽 、 脂 肪 酸 〉。 非 共 价 结合 的 优势 在 于 配 体 和 白 蛋 白 结 合 是 可 逆 的 ， 避免 了 白 蛋 白 对 
药物 生物 活性 和 生物 分 布 的 影响 ， 真 正 达到 了 兼顾 药 代 动力 学 和 药 效 动力 学 。 
3.1 脂肪 链 修饰 

HSA 上 有 5 个 脂肪 酸 结合 位 点 ， 因 此 ， 若 能 在 蛋白 /多 肽 上 引入 合适 的 脂肪 酸 链 ， 进 入 血 
液 循环 后 便 可 与 HSA 可 道 性 结合 ， 实 现 长 效 化 吧 。 诺 和 诺 德 的 长 效 技术 平台 便 是 采用 脂肪 
酸 链 修饰 的 方式 延长 蛋白 /多 肽 的 半衰期 ， 先 后 应 用 该 平台 上 市 的 产品 包括 地 特 胰 岛 素 、 利 
拉 鲁 肽 、 德 谷 胰岛 素 以 及 索 玛 鲁 肽 ( 表 4), 此 外 脂肪 酸 修饰 的 长 效 化 生长 激素 (Somapacitan) 
FE 处 于 临床 匡 期 阶段 中 40。 脂 肪 酸 链 修饰 技术 有 3 个 关键 点 : 脂肪 酸 链 长 度 、 脂 肪 酸 链 末 端 
基 团 、 连 接 子 。 天 然 胰 岛 素 的 半衰期 为 5-15min, 地 特 胰 岛 素 是 将 人 胰岛 素 B30 位 Thr 去 除 后 ， 
在 B29 位 Lys 上 连接 一 个 肉 豆 获 酸 (C14) 侧 链 而 成 9， 其 半衰期 延长 至 5-7h。 德 谷 胰岛 素 是 
将 人 胰岛 素 B30 位 的 Thr 去 除 后 ， 在 B29 位 Lys 上 引入 一 个 16 碳 脂肪 二 酸 而 成 6， 其 半衰期 延 


长 至 25h。 人 源 GLP-1 的 半衰期 为 1.5- 2.1 min, 利 拉 鲁 肽 是 将 人 GLP-1 第 34 位 的 Lys 蔡 换 为 Arg， 


[ry Ny E28 26 br Lys E5 A— “Mt HR (C16) EO], KEREKE 
肽 基础 上 进行 了 系统 优化 , 序列 上 34 位 突变 为 Arg，8 位 Ala 突 变 为 非 天 然 氨 基 酸 Aib。 修饰 位 
点 仍 为 2 位 Lys， 引 入 了 一 个 18 碳 二 羧 酸 脂 肪 酸 链 路 ]， 其 半衰期 延长 至 40h。 


表 4 已 上 市 的 脂肪 链 修饰 蛋白 多 肽 药 


3h。 索 玛 鲁 肽 在 利 拉 重 


Table 4 Marketed protein and peptide drugs with modification of fatty acids 


名 称 上 市 时 间 半衰期 序列 突变 脂肪 酸 侧 链 ERT 修饰 位 点 
地 特 胰岛 素 “2005 年 5-7h B30 位 Thr C14 B29 位 Lys 
利 拉 和 鲁 肽 2009 年 13h Arg34 C16 FRB RAR Lys26 
德 谷 胰岛 素 “2015 年 25h B30 位 Thr C16 Y S S B29 位 Lys 
索 玛 鲁 肽 2017 年 40h Aib8, Arg34 . CI8 FRA 谷 氨 酸 -2*OEG Lys26 

与 白 蛋 白 融 合 相 比 ， 脂 肪 酸 修饰 的 蛋白 质 药 物 涉 及 到 更 多 的 化 学 反应 过 程 和 更 为 复杂 的 
分 离 纯化 、 质 量 控制 问题 ， 需 要 特别 考虑 以 下 几 个 方面 : 1. 修饰 位 点 的 专 一 性 ， 这 也 是 脂肪 


酸 修饰 技术 推广 到 更 多 和 蛋 
重要 官能 团 [ 和 多， 目前 脂肪 酸 修饰 大 多 是 在 交 联 剂 的 作用 下 与 

用 实现 连接 的 。 胰 岛 素 和 GLP-1 赖 氨 酸 氨基 少 (1-2 个 ) ， 选 择 性 问 
' 氨 基 活 性 差异 很 小 ， 在 进行 修饰 反应 中 ， 
位 点 的 产物 ， 尽 可 能 减少 非特 异 


氨基 ， 


由 


链 中 常 有 多 个 赖 氨 酸 ， 几 
修饰 后 所 得 的 产物 大 多 是 混合 物 。 如 何 得 到 单一 修饰 


白药 物 的 瓶颈 


所 在 。 赖 氨 酸 残 基 是 建立 蛋白 与 修饰 化 学 分 子 链接 的 


蛋白 赖 氨 酸 残 基 的 游离 氨基 作 
F 


题 不 大 ， 但 和 蛋白质 多 肽 


很 难 特定 地 修饰 某 一 个 


性 修饰 位 点 产物 是 这 项 技术 需要 解决 的 问题 。2. 相关 杂质 的 检测 及 控制 ， 脂 肪 酸 修 饰 工艺 复 


杂 ， 脂 肪 酸 及 活化 需要 化 学 途径 专 
例 ， 先 需要 固 相 上 合成 酰 化 试剂 ， 蜂 
岛 素 Na2CO3 水 溶液 中 ， 反 应 结束 后 再 利 | 


上 保 产品 的 纯度 和 质量 。 


BETA, 8 


3.2 Á 


除了 脂肪 酸 等 小 分 子 外 ， 


得 ， 合 成 过 程 会 引入 工艺 相关 有 机 物 


将 酰 化 试剂 溶解 于 DMF 中 ， 逐 滴 添 加 到 PH 调节 至 11.2 的 胰 


蛋白 结合 


些 特定 序列 的 多 肽 链 《〈 例 如 ， 源 自 链球 菌 蛋白 G 的 白 蛋 白 结 


]JRP-HPLCJETT Ja ZEN ti [4,501 , 


杂质 。 以 胰岛 素 的 酰 化 为 


需 考虑 对 相关 工艺 杂质 


TH ABD) 也 能 够 与 白 蛋 白 结 合 S， 亦 可 以 通过 哈 菌 体 展示 随机 肽 库 中 往 选 出 白 蛋 白 结合 
Hk. Dennis 等 人 利用 哈 菌 体 展示 技术 往 选 出 能 与 白 蛋 白 结合 的 一 系列 多 肽 ， 其 核心 序列 为 


DICLPRWGCLW。 将 该 


白 结合 肽 改良 了 纳米 抗体 的 


结合 肽 与 抗原 结合 片段 Fab 段 融 合 表达 后 ，Fab 在 兔子 中 的 半衰期 


衰 期 ， 他 们 开发 了 三 特 


提高 了 37 321, Ablynx 公司 利用 白 蛋 


异性 抗体 ATN-103 C Ozoralizumab) ,该 分 子 由 三 个 纳米 抗体 组 成 ， 两 个 针对 TNFa， 男 一 


Fb xS LIN. i 
V I Il laA | Vo 


个 可 以 结合 人 体 血 清白 蛋白 以 延长 药物 在 体内 的 半衰期 。 该 抗体 已 经 完成 了 类 风湿 关节 炎 的 
II 期 临床 实验 53]。Genentech 公司 的 albumin-binding fragment 技术 也 是 运用 了 以 上 原理 。 例 
如 他 们 将 血清 白 蛋 白 结合 肽 与 曲 妥 珠 单 抗 的 Fab 片段 融合 , 使 该 Fab 片段 与 白 蛋 白 的 亲 合 力 
提高 了 10 倍 ， 血 浆 清 除 率 显著 减 小 ， 在 鼠 和 免 体 内 半衰期 均 增 加 6 倍 ,而 结合 抗原 ( HER2) 
的 生物 活性 保持 不 变 54。 
4 展望 

人 血 白 蛋 白 可 以 通过 化 学 修饰 或 基因 融合 的 方式 用 于 蛋白 多 肽 类 药物 的 长 效 化 改造 。 和 
化 学 修饰 技术 相 比 ,人 血清 白 蛋白 融合 技术 具有 诸多 优点 :不 需要 经 过 额外 的 化 学 修饰 步 又 ， 
可 以 获得 更 加 均一 的 产物 ， 工 艺 简单 ， 便 于 规模 化 制备 。 然 而 ， 由 于 HSA 的 空间 位 置 效应 ， 
人 血清 白 蛋 白 常规 融合 技术 改善 药物 的 药 代 动 力学 性 质 时 , 往往 以 牺牲 药 效 动力 学 性 质 为 代 
价 。 融合 蛋白 不 仅 体外 生物 学 活性 降低 , 而 且 由 于 分 子 量 较 大 , 生物 分 布 发 生 了 根本 性 改变 ， 
向 外 周 误 器官 和 组 织 的 穿 透 能 力 显 著 降 低 ， 影响 其 疗效 的 发 挥 , 这 也 是 HSA 融 合 应 用 于 和 蛋白 
多 肽 类 药物 长 效 化 的 瓶颈 问题 可 解 离 的 白 蛋白 融合 技术 提供 了 解决 药 效 动 力学 与 药 代 动力 
学 之 间 了 矛盾 的 一 种 思路 。2016 年 上 市 的 rIX-FP 是 在 HSA 与 FIX 之 间 添 加 了 一 个 精心 设计 的 可 
裂解 连接 肽 ， 既 使 融合 对 象 受益 于 HSA 较 长 的 半衰期 ， 又 保留 了 凝血 因子 的 天 然 功 能 ， 为 
HSA 融 合 蛋 白 技术 带 来 了 新 的 希望 。 化 学 修饰 (例如 脂肪 酸 修饰 ) 使 蛋白 药物 和 和 白 和 蛋白 可 逆 
结合 ， 可 以 兼顾 半衰期 和 生物 学 活性 , 但 存在 工艺 复杂 、 和 蛋白 修饰 位 点 不 专 一 等 问题 。 今 后 
研究 中 需要 进一步 发 展 蛋白 药物 定点 修饰 技术 , 得 到 单一 修饰 位 点 的 产物 , 尽 可 能 减少 非特 
异性 修饰 位 点 产物 。 
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